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(57) Abstract: The invention relates to a device for the cultiva- 
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suspension of the cells, a mixing element for mixing the culture 
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along a streamline or flow line around the mixing axis. 
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die Stromungsgeschwindigkeit sich langs einer Stromlinie oder 
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2004/ 05 8935 A2 I QUI Mil II Hill II III I II 1 Hill Dill Hill Mil II III Dllll llll IIII Qll 



RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, 
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO Patent (BW, GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, 
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI Patent (BF, BJ, CF, CG, 
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Veroflentiicht: 

— ohne internationalen Recherchenbericht und erneut TM ver~ 
offentlichen nach Erhalt des Berichxs 



Zur Erkldrung der Zweibuchstdben-Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT -Gazette verwiesen. 



WO 2004/058935 




PCT/EP2003/014752 



Vorrichtung und Verfahren zur parallelen, automati- 
sierten Kultivierung von Zellen unter technischen Be- 

dingungen 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung 
zur Kultivierung von Zellen, eine Anordnung derarti- 
ger Vorrichtungen, ein hierfur geeignetes Ruhrorgan • 
sowie ein Kulturverf ahren fur Zellen. Derartige Vor- 

10 richtungen und Verfahren werden zur Kul t i vi erung> von 

Zellen im Milliliter-Mafistab benotigt. Diese werden 
besonders fur parallele Ansatze bei der Stamm- bzw.. 
Bioprozessentwicklung in der chemischen Industrie, 
z.B. fur die Reaktionsoptimierung bzw. Katalysator- 

15 optimierung, im Bereich des Umweltschutzes, fur die 

Optimierung von Abwasserbehandlungen bzw. chemischen 
oder biologischen Behandlung von Feststoffen bzw. von 
Abluft, oder im Bereich der Lebensmitteltechnologie 
eingesetzt. 



20 
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Bislang wurden als Reaktoren zur Kultivierung von 
Zellen in Flussigkeitssaulen im Millilitermafistab, 
wie das insbesondere fur Parallelreaktionen zur Er- 
probung bestimmter biotechnologischer Techniken er- 
forderlich 1st, Schuttelkolben oder Ruhrkessel einge- 
setzt . 

Der klassische Parallelreaktor in der Biotechnologie 
ist der Schuttelkolben, mit dem seit dem letzten 
Jahrhundert einfache Satzversuche im Parallelansatz 
manuell durchgefuhrt werden. Schuttelkolben werden 
auf Schutteltablaren montiert, in Inkubatoren bei 
vorgegebener Temperatur mit einer bestimmten Schut- 
telfrequenz in eine Rotationsbewegung mit gegebener 
Exzentrizitat versetzt. Durch die Bewegung des Reak- 
tionsgef aSes erfolgt eine Durchmischung der im Reak- 
tionsgefaS enthaltenen Flussigkeit, in der die bio- 
chemische Reaktion stattf indet . 

Uber Oberf lachenbegasung wird der fur viele biochemi- 
sche Reaktionen notwendige Sauerstoff aus der Gaspha- 
se in die Flussigphase eingetragen. Hohe Sauerstoff - 
eintrage sind folglich nur moglich, wenn ein sehir 
groSes Oberf lachen/Volumen Verhaltnis eingestellt 
wird. Das bedeutet, dass sehr groSe S chut z elico Iben 
(1-2 1 Volumen) mit sehr wenig Reaktionsmedium (10-2 0 
ml) bei moglichst groSer Exzentrizitat und Schuttel- 
freguenz (400 rpm) betrieben werden muss en. Unter 
diesen Bedingungen werden Sauerstof fubergangskoef f i- 
zienten k L a von bis zu 0.07 s" 1 erreicht . 

Der Leistungseintrag in einen Schuttelkolben er£olgt 
durch die Reibung der Flussigkeit an der Innenwand 
des rotierenden Reaktionsgef aSes . Es erfolgt damit 
5 eine relativ gleichmafiige Energiedissipation. 



5 
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Die Vorteile der Schuttelkolbenkultivierung sind die 
einfache Handhabung und der relativ geringe apparati- 
ve Aufwand. 

Alternativ hierzu konnen auch Ruhrkesselreaktoren 
eingesetzt werden. Wesentliche reaktionstechnische 
Unterschiede zwischen dem Reaktionsgef a£ Schuttelkol- 
ben und dem Reaktionsgef a£ Ruhrkesselreaktor - dem 
klassischen Produktionsreaktor der Biotechnologie - 
sind der geringere Sauerstof f eintrag, das weitaus ge- 
ringere Verhaltnis der maximalen lokalen Energiedis- 
sipation zum mittleren Leistungseintrag und die feh- 
lende Kontrolle wichtiger ProzessgroSen (wie bei- 
spielsweise pH oder P02) . Dies fiihrt dazu, dass Reak- 
tionsverlauf e in den meisten Fallen nicht direkt vom 
Reaktionssystem Schuttelkolben in das Reaktionssystem 
Ruhrkesselreaktor ubertragen werden konnen und damit 
in der Bioprozessentwicklung zusatzliche personal - 
und zeitintensive sequentielle Experimente in Labor- 
bioreaktoren erforderlich sind. 

Technische Ansatze dieses Problem zu 16sen # sind die 
Bereitstellung von parallelen Ruhrkesseleinheiten mit: 
vollstandiger individueller Mess- und Regeltechnik. 
25 Kommerziell erhaltlich sind Parallelreaktorsysteme 

mit 4 oder 6 Ruhrkesselreaktoren mit einem Volumen 
von bis zu 0 7 5 1. Die gewonnenen Prozessdaten sind 
meist gut auf groSere Ruhrkesselreaktoren ubertrag- 
bar. Der Kapital-, Personal- und Zeitaufwand wird je- 
30 doch auSerordentlich hoch, wenn mehrere dieser Paral- 

lelreaktoreinheiten zur Bioprozessentwicklung einge- 
setzt werden muss en. 



10 



15 



35 



Eine neuere Entwicklung ist der Betrieb von paralle- 
len Kleinreaktoren in einem Inkubator mit intermit- 
tierender Substratdosierung und paralleler pH-Kon- 
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trolle (DE 197 09 603 Al) . Als parallele Kleinreakto- 
ren werden entweder Blasensaulen oder geruhrte Saulen 
mit einem Arbeit svolumen von 2 00 ml eingesetzt 
(DE 195 29 099 Al) . Damit konnen Sauerstof f ubergangs- 
5 koef f izienten und volumenspezif ische Leistungseintra- 

ge wie im klassischen Ruhrkesselreaktor erzielt wer- 
den. Die Anzahl paralleler Bioreaktoren ist jedoch 
beschrankt (< 16) . Eine weitere Parallelisierung ist 
auf Basis dieser Technologieplattf orm praktisch nicht 
10 moglich. Zur simultanen Konzentrationsmessung von • 

Schliisselkomponenten des Reaktionsmediums ( Subs t rat - 
oder Produktkonzentration) werden parallele Probenah- 
me- und Ana lysensyst erne verwendet (EP 0995 098 Al), 

15 Eine weitere, einfache Moglichkeit , noch weitaus mehr 

Reaktoren parallel zu betreiben, ist die Verwendung 
von Mikrotiterplatten in Inkubationsschuttlern zur 
Satz-Kultivierung von Zellen. Mikrotiterplatten mit 
24, 48, 96 oder mehr Vertiefungen zur Kultivierung 

2 0 von Zellen weisen jedoch in noch starkerem MaEe die 

selben reaktionstechnischen Restriktionen wie Schut- 
telkolben auf. Zusatzlich erweist sich die Verduns- 
tung in diesem Mafistab als problematisch, da der re- 
lative Verdunstungsvolumenstrom bezogen auf das Aus- 

25 gangsvolumen durch das sehr groSe Oberf lachen/Volu- 

men-Verhaltnis und dem geringen Reaktionsvolumen 

1,5 ml) sehr viel groSer ist als beispielsweise im 
Schuttelkolben oder Ruhrkesselreaktor. 

30 Urn eine zugige Umsetzung neuer biologischer Erkennt- 

nisse in technisch realisierbare und wirtschaf tliche 
Verfahren durchfuhren zu konnen, mufi die bisher se- 
quentielle Vorgehensweise mit einfachen Parallelan- 
satzen im Schuttelkolben und der nachf olgenden Opti- 

35 mierung der Reaktionsbedingungen im kontrollierten 

Laborruhrkesselreaktor uberwunden werden. Dies ist 
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nur moglich, wenn eine moglichst groSe Zahl von Ruhr- 
kesselreaktoren automatisiert unter technischen, kon- 
trollierten Reaktionsbedingungen im Parallelansatz 
durchgefuhrt werden kann, 

5 

Um eine Parallelisierung von Ruhrkesselreaktoren zu 
ermoglichen, mGssen diese so einfach wie moglich auf- 
gebaut und moglichst ohne Einbauten zu betreiben 
sein. Ideale Reaktionsgef a£e sind beispielsweise ste- 
10 rilisierbare Reagenzglaser oder Mikrotiterplatten mit 

entsprechend grolSen Kavitaten. 

Der Leistungseintrag kann in diesem MaSstab einfach 
durch Magnet ruhr ant riebe erfolgen. In technischen 

15 Ruhrreaktoren wird der Sauerstof f eintrag in das Reak- 

tionsmedium bei Volumenbegasung primar durch den Lei- 
stungseintrag des Ruhrorgans und sekundar durch die 
Gasleerrohrgeschwindigkeit bestimmt. Eine Primar- 
dispergierung der Gasphase wie sie im klassischen 

20 Ruhrkesselreaktor uber einen Gasverteiler am Reaktor- 

boden erfolgt, ist in parallel angeordneten Millili- 
ter-Riihrkesselreaktoren jedoch nur sehr aufwendig zu 
realisieren: Die Reaktionsgef afie mussten mit einer 
individuellen Gaszufuhr und einem Gasverteiler verse- 

25 hen werden. Der Gasverteiler musste sicherstellen, 

dassss in jedem der parallelen Reaktionsgef afie exakt 
die gewunschte Gasleerrohrgeschwindigkeit erzielt 
wird. 



3 0 Bisher ist es nur moglich, entweder eine hohe Zahl 

von einfachen, unkontrollierten Parallelreaktionen 
unter nichttechnischen Bedingungen in Mikrotiterplat- 
ten oder in Schiittelkolben durchzufuhren oder eine 
relativ kleine Anzahl von Bioreaktoren unter kontrol- 

35 lierten, technischen Bedingungen zu betreiben. 
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Da es erforderlich ist, einen hohen Gaseintrag in die 
Reaktionsgef a£e zu erzielen, bietet es sich an, die 
Sterilgaszufuhr von oben in die GefaSe durchzuf uhren . 
Hierzu ware die einfachste sterile Abgrenzung der 
Einsatz eines Sterilf liters als Abdeckung der einzel- 
nen Reaktoren bzw. einer gesamten Anordnung von Reak- 
toren. Ein solches Sterilf ilter miisste neben der me- 
chanischen Barriere fur Kontaminanten jedoch eine gu- 
te Gastransporteigenschaf t besitzen, urn eine Sauer- 
stof f limitierung in den Reaktionsgef a£en zu vermei- 
den. 

Daruber hinaus stellt der Deckel des Reaktionsgef aSes 
die einzige Moglichkeit zum Eingriff in den Reakti- 
onsablauf dar, beispielsweise zur Zugabe von Sub- 
strat, Titrationsmitteln oder Induktoren wahrend der 
Reaktion, zur Probenentnahme zur Prozesskontrolle 
oder zum Einbringen von Messsonden. Urn diese Eingrif- 
fe steriltechnisch einwandfrei durchfuhren zu konnen, 
wird das Sterilfilter gewohnlich als Septum ausge- 
fuhrt. Die Gasdurchlassigkeit von Septen, die meist 
auf Siliconbasis beruhen, ist jedoch unzureichend, so 
dass beide Funktionen nicht durch ein Material er- 
fullt werden konnen. Problematisch ist es daher, ei- 
nen einfachen und gesichert sterilen Zugang zu dem 
bzw. den Reaktionsgef aSen zu haben, wobei dieser Zu- 
gang jedoch unter alien Umstanden steril sein soli. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine 
Vorrichtiing zur Kultivierung von Zellen in Flussig- 
keitssaulen im MillilitermaSstab zu schaffen, mit der 
zum einen ein hoher Gas- und Leistungseintrag erzielt 
wird und zum andern einzelne oder auch eine groSe 
Zahl von derartigen Vorrichtungen parallelisiert ef- 
fektiv betrieben werden konnen. Weiterhin ist es Auf- 
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gabe der vorliegenden Erfindung, eine derartige An- 
ordnung paralleler Vorrichtungen zur Verfugung zu 
stellen sowie ein Ruhrorgan, mit dem der gewiinschte 
hohe Leistungs- und Gaseintrag erzielt werden kann. 
5 Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es zusatz- 

lich, entsprechende Kulturverf ahren von Zellen in 
Flussigkeitssaulen im MillilitermaSstab zur Verfugung 
zu stellen. 

10 Diese Aufgabe wird durch die Vorrichtung nach An- 

spruch 1, das Ruhrorgan nach Anspruch 21, die Anord- 
nung nach Anspruch 31 sowie das Verf ahren nach An- 
spruch 49 gelost, Vorteilhafte Weiterbildungen der 
jeweiligen Vorrichtung, Anordnung, Ruhrorgan bzw. des 

15 erf indungsgemafien Verfahrens werden in den jeweiligen 

abhangigen Anspruchen gegeben. 

Mit der erf indungsgemaSen Losung, ist es moglich, 
einzelne oder auch eine Vielzahl von automatisierten 

2 0 Ruhrkesselreaktoren, beispielsweise 24,48 oder 96 

oder mehr Ruhrkesselreaktoren sowohl fur die Statnm- 
als auch fur die Bioprozessentwicklung zeiteffektiv 
unter technischen Reaktionsbedingungen zu betreiben. 
Damit ist die parallele automat is ierte Kultivierung 

25 von Zellen im MillilitermaSstab unter individuell 

kontrollierten Reaktionsbedincfungen, wie Temperatur, 
Wasserstof f ionenaktivitat, Sauerstof feint rag, Leis- 
tungseintrag sowie Medienzufuhr moglich, so dass Re- 
aktionsverlauf e, wie sie im klassischen Ruhrkessel- 

30 . bioreaktor erzielt werden, im Parallelansatz durch- 

fuhrbar sind. Unter MillimeterrnaJSstab wird dabei vor- 
teilhafterweise ein Bereich fur das geruhrte Flussig- 
keitsvolumen von 0,5 bis 50 ml, vorzugsweise von 1 
bis 30 ml, vorzugsweise von 5 bis 20 ml verstanden. 

35 Mit Hilfe der erf indungsgemaSen Vorrichtung und des 

erfindungsgemaSen Verfahrens ist eine direkte Utoer- 
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tragung der so gewonnenen (fed batch) Prozessverlauf e 
aus dem erf indungsgemaSen Milliliter-MaSstab in den 
Liter-MaSstab (und umgekehrt) moglich. Die erfin- 
dungsgemafien Milliliter-Ruhrreaktoren erlauben eine 
.ebenso effiziente Sauerstof fversorgung von Organismen 
in Flussigkultur wie Ruhrkesselreaktoren groSeren 
MaSstabs mit Volumenbegasung . 

Bei Einsatz der erf indungsgemaSen Ruhrkesselreaktoren 
ist eine Earallelisierung von einer groSen Zahl von 
Bioreaktoren in einem Bioreaktorblock moglich, wobei 
deren Betrieb erstmalig durch Einsatz von Laborrobot- 
tem, beispielsweise Pipettier-Robotern und derglei- 
chen automatisierbar ist und so ein effizienter, in- 
dividuell kontrollierter Parallelbetrieb ermoglicht 
wird. Erst die erf indungsgemaSe Vorrichtung und auch 
die erf indungsgemalSe Abdeckung ermoglichen die Ver- 
wendung eines Laborroboters und damit einen Quant en- 
sprung in der Gewinnung relevanter Prozessdaten. 

Werden die Laborroboter mit geeigneten Screening und 
Optimierroutinen betrieben, so kann eine Prozessopti- 
mierung, beispielsweise bezuglich der Medienzusammen- 
setzung, der Induktionsverf ahren und der Dosierprofi- 
le, systematisch und mit hoher Zeitef f izienz erz:ielt 
werden. Die. vollstandige Digitalisierung der paxralle- 
len Prozessentwicklung ermoglicht weiterhin eine neu- 
artige Datentransparenz und Datenverf ugbarkeit . 

Da die Volumina der Rilhrkesselreaktoren, mit denen 
dennoch eine aussagekraf tige Information uber den je- 
weiligen Prozessverlauf gewonnen werden kann, nunmehr 
stark minimiert werden konnen, beispielsweise sfcatt 
500 ml lediglich noch 5 ml, kann bei gleichem Gesamt- 
volumen durch Einsatz von 10 Ox mehr Reaktionsgefafien 
ein Vielf aches an Information gewonnen bzw. bei glei- 
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cher Inf ormationsmenge der Zeitaufwand durch die rea- 
liesierte Automatisierung minimiert werden. Bei Ein- 
satz geeigneter Versuchsplanungs-Algorithmen kann da- 
mit ein Quantensprung in der Effektivitat der Biopro- 
5 zessentwicklung ermoglicht werden. 

Die vorliegende Erfindung beruht entscheidend darauf , 
dass erkannt wurde, dass der Gaseintrag von der Ober- 
flache der Flussigkeitssaule in die Flussigkeitssaule 
in einem Ruhrkesselreaktor dadurch verbessert wird, 
dass entweder der Behalter und/oder das Ruhrorgan 
derart ausgebildet werden, dass die Stromungsge- 
schwindigkeit sich langs einer Stromlinie oder Bahn- 
linie, die beim Ruhrkesselreaktor im Kreis verlauft, 
sich langs der Stromlinie bzw. Bahnlinie ortlich 
und/oder zeitlich andert . Dies fuhrt zu einem raum- 
lich und/oder zeitlich pulsierenden Bernoulli-Ef f ekt . 
Dies kann beispielsweise in einer zum Boden des Ruhr- 
kesselreaktors (Behalters) gerichtete Forderung der 
Kultur suspension fuhren, welche zu intentensiven Ein- 
trag von Glasblasen fuhrt. Als Stromlinien werden da- 
bei Linien in der Stromung bezeichnet, deren Richtiong 
in jedem Rammpunkt mit der Richtung des Geschwindig- 
keitsektors ubereinstimmt . Als Bahnlinie werden Li- 
nien bezeichnet 7 die von den Flussigkeitsteilchen 
durchlaufen werden. 

Basierend auf dieser Erkenntnis ist es nun moglich, 
entweder den Behalter (Ruhrkesselreaktor) xind/oder 
30 das Ruhrorgan geeignet auszugestalten. 

Zum einen ist es moglich , den Behalter selbst so aus- 
zugestalten, dass sein Innenvolumen keine rotations- 
symmetrische Form aufweist. Dort wo der Flussigkeits- 
35 strom sich dann verbreitert, befindet sich ein Be- 

reich geringer Stromungsgeschwindigkeit und damit ho- 
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hen Druckes wahrend dort wo die Flussigkeit zwischen 
dem Ruhrorgan und der Behalterwand durchstromt ein 
Bereich hoher Stromungsgeschwindigkeit und damit 
niedrigen Druckes vorliegt. Damit ist eine raumlich 
langs des Umfangs des Behalters variierende Stro- 
mungsgeschwindigkeit bzw. variierender Flussigkeits- 
druck gegeben. 

Der selbe Effekt wird erzielt, wenn das Ruhrorgan in- 
nerhalb des beliebig oder auch rotationssymmetrisch 
geformten Behalters auSermittig bzw. exzentrisch an- 
geordnet wird. In diesem Falle ergeben sich wieder 
Abstande zwischen Ruhrorgan und Wand des Behalters, 
die langs des Umfangs des Behalters variieren und da- 
durch unterschiedliche Stromungsgeschwindigkeit en und 
Druckverhaltnisse induzieren. 

Eine weitere Moglichkeit urn diesen pulsierenden Ber- 
noulli-Ef f ekt zu erzielen, ist es, langs des Umfangs 
des Behalters Stromungsbrecher anzuordnen. Unter 
Stromungsbecher werden dabei Elemente verstanden, die 
sich in der Stromung der geruhrten Flussigkeit bef in- 
den und so fur diese einen Stromungswiderstand clar- 
stellen. Stromungsbrecher fiihren zu einer Verengung 
5 des Stromungsquerschnitts . Da der Abstand zwischen 

Riihrer \ind Wand des GefaSes groSer ist als zwischen 
Ruhrer und Stromungsbrecher, bilden sich zwischen 
Riihrer und Stromungsbrecher wieder Bereiche hoher 
Stromungsgeschwindigkeit und zwischen Ruhrer und 
0 freien Wandbereichen Bereiche geringer Stromungsge- 

schwindigkeit aus. Der Stromungsbrecher muss dabei 
nicht in der Drehebene des Ruhrorgans angeordnet 
sein, sondern kann unterhalb, in der Drehebene oder 
auch bzw. zusatzlich auch oberhalb der Drehebene des 
5 Ruhrorgans angeordnet sein. In all diesen Fallen er- 

gibt sich ein pulsierender Bernoulli-Ef f ekt . Die 
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Stromungsbrecher konnen vorteilhaf terweise einstuckig 
mit der Lagerung des Ruhrorgans oder einstuckig mit 
dem Behalter ausgebildet sein, beispielsweise im 
Sprit zgussverf ahren. 

5 

Die Spaltabstande sollen dabei so gewahlt werden, 
dass sich ein ausreichender pulsierender Bernoulli- 
Effekt ergibt, pedoch die Scherkrafte nicht so'groS 
werden, dass die in der Suspension enthaltenen Zellen 

10 zerstort werden. Spaltabstande > 0,05 mm, vorzugswei- 

se > 0,1 mm und/oder < 20 mm, vorzugsweise < 3 mm 
sind hierf ur besonders geeignet . Als Behalter sind 
klassische Ruhrkolben, Reagenzglaser oder auch die 
Kavitaten einer Mikrotiterplatte oder einer speziell 

15 gefertigten Platte gleicher Kavitatenanordnung mit 

adaquaten Durchmessern geeignet. 

Eine weitere Moglichkeit einen pulsierenden Bernoul- 
li -Effekt zu erzeugen besteht darin, das Ruhrorgan 

2 0 geeignet auszubilden. Hierzu wird in das Ruhrorgan 

eine Bohrung eingebracht, die von der Unterseite 
und/oder Seitenwand des Ruhrorgans sich zu einer Sei- 
tenwand bzw. zur Oberseite des Ruhrorgans erstreckt. 
Vorteilhaf terweise verlauft die Bohrung unter einem 
25 Winkel a mit 0° ^ a < 90° zur Dreh- bzw. Mittelachse 

des Ruhrorgans, wobei sich dieser Winkel nach oben 
of f net . 

Vorteilhaft konnen auch weitere Durchgangskanale mit 

3 0 einer entsprechenden Offnung nach unten von der Ober- 

seite und/oder Seitenwand des Ruhrorgans sich zu des- 
sen Seitenwand bzw. Unterseite erstrecken. 
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Diese Kanale konnen auch nur teilweise durch das 
Ruhrorgan unter dem Winkel a verlaufen und dann auf 
einen bezuglich der auf der Drehachse senkrecht ste- 
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henden Ebene in dieser Ebene oder unter einem Winkel 
< 90° nach oben oder unten zu dieser Ebene verknupft 
verlaufenden weiteren Kanal stoSen und in diesen ein- 
munden, der seinerseits an der seitlichen Aufienwand 
des Ruhrorgans mit einer Of f nung endet . 

Durch derartige Bohrungen wird ebenfalls eine Stro- 
mung vom Boden des Behalters zur Seitenwand des Ruhr- 
organs induziert, die zu einem veranderten Druck an 
den von der Drehachse abgewandten Of fnung der Bohrun- 
gen bzw. Kanale fuhrt und so einen pulsierenden Ber- 
noulli -Ef f ekt induziert . 

Vorteilhaf terweise weisen die GefaiSe einen Verschluss 
bzw. Abdeckung auf, die das GefaS bzw. eine Anordnung 
von Gef aSen steril abdeckt . In diese Verschlusse kon- 
nen zum einen Gasverteilerstrukturen zur Zufuhr von 
Sterilgas eingebracht sein. Der Verschluss kann hier- 
zu beispielsweise aus einer Doppelbodenplatte beste- 
hen, wobei die Gasverteilerstruktur im Zwischenraum 
zwischen den beiden Platten der Doppelbodenplatte an- 
geordnet sind. Der Verschluss kann auch aus einer o- 
der mehreren Platten bestehen, wobei die Gasvertei- 
lerstrukturen an der Unterseite der untersten Platte 
angeor dne t s ind . 

Vorteilhaf terweise werden die Gasverteilerstrukturen 
derart angelegt, dass ausgehend von einer zentralen 
Gaszufuhr einzelne Kanale als Abzweigungen zu den je- 
weiligen Behaltern filhren. Vorteilhaf terweise werden 
die Kanale dabei so gefuhrt, dass sie sowohl gleiche 
Querschnitte, gleiche Lange als auch die gleiche An- 
zahl von Biegungen oder Knicken auf weisen. Dadurch 
wird ein gleichmaSiger Gasdruck auf samt lichen Behal- 
tern bewirkt. Dabei konnen entweder lediglich die Ab- 
zweigungen in gleicher Weise angelegt sein oder auch 
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Weiterhin weist der Verschluss vorteilhaf terweise fur 
5 jeden einzelnen Behalter eine Offnung auf , die nach 

aufien von dem Behalter zugefiihrtem Sterilgas durch- 
stromt wird. Diese Offnung kann beispielsweise ein 
Rohrchen sein, durch das eine Kanule oder jede andere 
langliche Probenentnahme- oder Sensoreinheit einge- 
10 fuhrt werden kann. Da dies dann im Gegenstrom er- 

folgt, ist es lediglich erf orderlich, die jeweils 
eingebrachte Einheit zuvor zu sterilisieren und dann 
durch das Rohrchen in die Suspension einzufiihren, um 
eine Kontamination des Reaktionsgef afies zu vermeiden. 

15 

Weiterhin kann der Verschluss Stege aufweisen, die 
bei einer Anordnung von Behaltern die einzelnen Be- 
halter voneinander steril isoliert. Ein weiterer 
Steg, der ebenfalls dem jeweiligen Behalter zugeord- 
2 0 net ist, kann so ausgebildet sein, dass er in die 

Suspension eintaucht und dabei den Einlass fur das 
Sterilgas von dem oben genannten Auslass. abtrennt . 
Dies fuhrt dazu, dass das Sterilgas zu einem Weg 
durch die Kultursuspension gezwungen wird und dadurch 

2 5 die Begasung der Kultursuspension weiter verbessert 

wird. 

Im folgenden werden Beispiele erf indungsgemaSer Vor- 
richtung, Anordnung von Vorrichtung, Ruhrorgane und 

3 0 zugehoriger Verfahren beschrieben. 

Es zeigen 
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Fig. 1 einen Langsschnitt durch eine Anordnung 
(Bioreaktorblock) von Bioreaktoren; 
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Fig* 2 verschiedene Varianten der Anordnung von 

Stromungsbrechern und Ruhrorganen in einem 
Bioreaktor; . 

5 Fig. 3 die Anordnung eines erf indungsgemaSen Ruhr- 

organs und Stromungsbrecher in einem Biore- 
aktor; 

Fign . 4 - 

10 bis 6 weitere erf indungsgemaSe Vorrichtungen; 

Fig. 7 ein erf indungsgemafies Ruhrorgan; 
Fign. 8 

15 bis 13 weitere erf indungsgemaSe Ruhrorgane; 

Fig. 14 eine weitere Anordnung von Bioreaktoren und 
die Struktur des dazugehorigen Verschlus- 
ses; 

20 

Fig. 15 die Struktur eines weiteren Verschlusses"; 

Fig. 16 eine Gesamt anordnung mit Pipettier-Roboter; 

25 Fig. 17 den prinzipiellen Ablauf einer parallelen 

Steuerung einer Bioreaktorenanordnung; 

Fig. 18 maximale Sauerstof fubeirgangs-Koeff izienten 
fur erf indungsgemaEe Magnetruhrorgane ver- 
3 0 schiedenen Typs; 

Fig. 19 Sauerstof fubergangskoeff izienten fur Mag- 
netruhrorgane verschiedener erf indungsgema- 
Ser Typen; 



WO 2004/058935 




PCT/EP2003/014752 



10 



Fign. 20 

bis 22 die Ergebnisse der Kultivierung von Esche- 
richia coli in erf indungsgemaiSen Riihrsyste- 
men verschiedenen Typs; 

Fig. 23 eine Tabelle der fur die Messungen gemaS 

der Figuren 18 bis 22 verwendeten Ruhrsys- 
teme ; 

Fign. 24 

bis 2 6 weitere erf indungsgemaSe Ruhrorgane; 
Fign. 27 

15 bis 2 8 weitere erf indungsgemafie Vorrichtungen; 

Fig. 2 9 maximale Sauerstof f ubergangskoef f izienten 
fur ein Ruhrorgan gemaS Fig. 25; 

20 Fig. 3 0 Biomassetrockenkonzentrationen erzielt mit 

einem Ruhrorgan gemafi Fig.. 25. 

Im folgenden werden in samtlichen Figuren fur gleiche 
oder ahnliche Elemente gleiche oder ahnliche Bezugs- 
25 zeichen verwendet . 



Fig. 1 zeigt eine erf indungsgemafie Anordnung von Re- 
aktionsgef aSen 9a, 9b als Behalter in einem Modulsys- 
tem 2, das im folgenden insgesamt als Bioreaktorrblock 
3 0 1 bezeichnet wird. 



Dieser Bioreaktorblock 1 enthalt bis zu 96 Kavitaten 
bzw. Bohrungen 8a , 8b, wobei diese in verschiedenen 
Formaten angeordnet sein konnen, beispielsweise 4 x 
35 3,4x5,8x3,8x6 bzw. 8 x 12 Bohrungen. Die 

Durchmesser der Bohrungen 8a, 8b liegen vorteillaaf t- 
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erweise zwischen 10 und 3 5 mm. Sie werden so im Bio- 
reaktorblock 1 angeordnet, dass entsprechend dimensi- 
onierte Kleinstreaktionsgef aSe 9a, 9b in diese form- 
schlussig eingebracht werden konnen. Der Bioreaktor- 
5 block 1 ist dabei aus einer Vielzahl von horizontalen 

Schichten 3, 4, 5 aufgebaut, wobei die unterste 
Schicht 3 eine Basisplatte, die daruberliegende 
Schicht 4 einen Mittelteil und die daruberliegende 
Schicht 5 einen Oberteil. bildet . Zwischen der Basis- 

10 platte 3 und dem Mittelteil 4 sind Bohrungen 6a, 6b, 

6c angeordnet, die als Warmetauscher von einem Fluid 
mit geeigneter Temperatur durchstromt werden und so 
den gesamten Bioreaktorblock 1 temper ieren. Im Mit- 
telteil 4 sind weiterhin die Bohrungen 8a, 8b umge- 

15 bend magnetisch induktive Magnetantriebe 7a, 7b ange- 

ordnet wie sie beispielsweise aus der US 4 568 195 
bekannt sind. Das Oberteil 5 enthalt einen seitlich 
uberstehenden Rand 12 langs der Aufienseite des gesam- 
ten Biorektorblockes 1, in den eine Sterilgaszuf uhr 

2 0 13 zur Zufuhr von sterilem Gas von aufien in den Bio- 

reaktorblock 1 eingebracht ist. 

Im Innenbereich des Bioreaktorblocks 1 kann auf das 
Oberteil 5 eine Distanzscheibe 11 aufgelegt werden. 
25 Da das einzelne RuhrgefaS 9a, 9b an seiner Oberseite 

bzw. Oberkante einen ringformigen Flansch 10a, 10b 
aufweist, stutzt sich dieser Flansch 10a, 10b auf die 
Distanzscheibe 11. Durch Wahl einer geeignet dicken 
Distanzscheibe li kann die Hohe des Reaktorgef aSes 

3 0 9a, 9b eingestellt werden. Damit ist dann die Riihrho- 

he eines in dem GefaS 9a, 9b angeordneten Magnefcriih- 
rers 21a, 21b uber dem Boden des Reaktionsgef aJSes 9a, 
9b definiert. In das jeweilige Reaktionsgef afi 9a, 9b 
ist an dessen Boden aufliegend ein einstuckiger Stro- 
35 mungsbrecher 2 0a, 20b angeordnet, der an zwei Stellen 

auf der Umfangslinie des Reaktorgef aSes 9a, 9b den 
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Querschnitt des Reaktorgef a£es verengt. Der Stro- 
mungsbrecher 2 0a, 20b endet mit seiner Oberkante im 
vorliegenden Beispiel unterhalb der Ruhrebene des 
Ruhrorgans 21a, 21b. In anderen Beispielen kann sich 
jedoch der Stromungsbrecher auch seitlich neben das 
Ruhrorgan erstrecken oder dieses sogar nach oben u- 
berragen. Es ist auch moglich, dass die Stromungsbre- 
cher nur oberhalb und/oder in der Ruhrebene des Ruhr- 
organs angeordnet sind. 



Der auf den Bioreaktorblock 1 aufgebrachte Deckel 
bzw. Abdeckung 15 weist Mittelstege 14a, 14b auf, die 
sich bis zu der Distanzscheibe 11 erstrecken und so 
die einzelnen Reaktionsgef aSe 9a, 9b als Trennwande 
15 steril voneinander isolieren. Weiterhin sind Stege 

18a, 18b vorgesehen, die sich bis in den Reaktions- 
raum 9a, 9b erstrecken und diesen ebenfalls als 
Trennwande in zwei Kompartimente teilen. Zuletzt 
weist der Deckel 15 auch noch je eine Bohrung 16a, 

2 0 16b auf, durch die sich jeweils ein Rohrchen 17a, 17b 

erstreckt. Dieses Rohrchen 17a, 17b stellt eine be- 
standig of fene Verbindung zwischen der AuSenseite des 
Bioreaktorblocks 1 und jeweils einem der Reaktorgefa- 
fie 9a, 9b dar. 

25 

Wird nun eine Kultursuspension 30a, 30b in die jewei- 
ligen Gefafie 9a, 9b eingebracht, so trennt der Steg 
18a, 18b die Oberflache 19a, 19b der Flussigkeit 30a, 
3 0b in zwei voneinander getrennte Bereiche 19a, 19a 1 

3 0 bzw, 19b, 19b* . Wird nun der Ruhrer 21a bzw. 21b in 

Drehung zersetzt, so bildet sich eine konvexe Flus- 
sigkeitsoberf lache 19a bzw. 19b aufgrund der Mit dre- 
hung der Fliissigkeit aus . Fur die Flussigkeit 30a 
bzw. 30b an der Oberflache 19a x bzw. 19b * ist dieser 
35 Effekt nicht so ausgepragt und hier nicht weiter 

dargestellt . \ 
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Wird nun uber die Sterilgaszuf uhr 13 ein Gas auf die 
Oberflache 19a x unter Uberdruck geleitet, so muss 
dieses urn den Behalter 9a wieder zu verlassen durch 
5 den linken Schenkel 31a der Flussigkeitssaule unter 

dem St eg 18a hindurch in den rechten Schenkel 32a der 
Flussigkeitssaule stromen und von dort das GefaS uber 
das Rohrchen 17a wieder verlassen. Da das Rohrchen 
17a auf diese Art und Weise standig von innen nach 
10 aufien durchstromt wird, ist das Reaktionsgef afi 9a 

steril, obwohl das Rohrchen 17a of fen ist und einen 
bestandig offenen Zugang zu dem GefaS 9a bildet. Das- 
selbe gilt fur das Reaktionsgef aS 9b entsprechend. 

15 Vorteilhaf terweise konnen nun uber das Rohrchen 17a 

bzw. 17b ohne weiteres Eingriffe in den Reaktionsab- 
lauf durchgefuhrt werden. Dies bedeutet beispielswei- 
se, dass uber das Rohrchen 17a, 17b Substrat oder 
Titrationsmittel oder Induktoren hinzugegeben werden 

20 konnen, dass Proben entnommen werden konnen oder 

Messsonden, beispielsweise -pH-Elektroden in die Flus- 
sigkeit 3 0a bzw. 3 0b eingefuhrt werden konnen. Das 
Einfuhren entsprechender Sonden erfolgt dabei im 
Gegenstrom des ausstromenden sterilen Gases, so dass 

25 eine Kontamination des GefaSes 9a bzw. 9b vermieden 

wird. 

Die Abdeckung 15 realisiert daher eine Sterilabde- 
ckung fur den Bioreaktorblock 1 mit einer zentralen 
30 Gaseinspeisung 13 uber ein Sterilf ilter . Eine indivi- 

duelle Verteilung des sterilen Gases uber zu den ein- 
zelnen Milliliter-Ruhrreaktoren fuhrende Gasvertei- 
lerstrukturen kann ebenfalls erfolgen. 
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Der konvektive Luft Strom durch das Rohrchen 17a, 17b, 
verhindert also im Betrieb den Eintrag von Fremdkei- 
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men uber die Umgebungsluf t . Das offene Fuhrungsrohr 
17a , 17b ist hier beispielsweise aus Aluminium gefer- 
tigt und ist dadurch auch als Zugang mit sterilen Pi- 
pettenspitzen oder Anstechkanulen geeignet . 

5 

Werden Gasverteilerstrukturen in der Sterilabdeckung 
eingesetzt, so sind diese so zu gestalten, dass eine 
Kreuzkontamination durch Aerosol verschleppung oder 
Schaumbildung ausgeschlossen wird. 

10 

Der Bioreaktorblock 1 und die Abdeckung 15 sind so 
passgenau gestaltet, dass sie unter einer sterilen 
Arbeitsbank, gegebenenf alls nach steriler Beftillung 
der Einzelreaktoren 9a, 9b mit Reaktionsmedium 3 0a, 
15 3 0b zu einer Funktionseinheit zusammengef ugt werden 

konnen . 

Die Sterilisation des Bioreaktorblocks 1 und der Ab- 
deckung 15 kann entweder gemeinsam in einem Autokla- 
2 0 ven oder auch als Einzelkomponenten erfolgen. Zur 

Sterilisation des Bioreaktorblocks 1 im Autoklaven 
ist eine kostenaufwendige Kapselung der induktiven 
Antriebe 7a, 7b erf order lich, urn ein direktes Auto- 
kl avi er en . zu ermogl i chen . 

25 

Alternativ konnen auch wie hier vorgestellt, Bioreak 
tore ins at ze 9a, 9b verwendet werden (entsprechend zu 
Mikrotiterplatten) die getrennt vom Bioreaktorblock 
sterilisierbar sind. Diese Bioreaktoreinsatze 9a, 9b 
30 konnen auch als sterile Einmal- bzw. Wegwerf artikel 

ausgestaltet sein, sofern deren Material und Produk- 
tionskosten gering sind. 

Fig. 2 zeigt in den Teilbildern a bis d die Verwen- 
35 dung von Stromungsbrechern 2 0 und Riihrorganen 21 zur 

Erzeugung eines pulsierenden Bernoulli -Ef f ektes . Da- 
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bei ist jeweils nur die linke Halfte eines Reaktions- 
gefafies 9 dargestellt. 

In den Figuren 20a und 20b ist die Oberkante des 
5 Stromungsbrechers 20 unterhalb der Ruhrebene des 

Ruhrorgans 2 1 . 

In Fig. 2a ist das Riuhrorgan mittig in dem GefaS 9 
gelagert, wobei die Lagerung magnetisch induktiv er- 
10 folgt. 

In Fig, 2b ist das Magnetruhrorgan 21 uber eine Welle 
23 gelagert, uber die es auch angetrieben werden 
kann . 

15 

In den Figuren 2c und 2d erstreckt sich der Stro- 
mungsbrecher 20 seitlich uber die Drehebene des Mag- 
net ruhr organs 21 hinaus . 

2 0 In Fig. 2c ist das Ruhrorgan 21 so wie in Fig. 2b Ti- 

ber eine Welle 23 gelagert und wird gegebenenf alls 
auch uber diese oder magnetisch angetrieben. In Fig. 
2d ist die Welle 23 innerhalb des RuhrgefaSes 9 ex- 
zentrisch auSerhalb der Mittelachse 24 des GefaSes 9 
25 gelagert, so dass der durch den Stromungsbrecher er- 

zeugte pulsierende Bernoulli -Ef f ekt hier noch weiter 
verstarkt wird. 

In den einzelnen Fallen der Fign. 2a und 2d bildet 

3 0 sich damit eine unterschiedlich geformte Flussig- 

keitsoberf lache 19 der Flussigkeit 30 aus . 

Bei samtlichen Beispielen 2b bis 2d ist es moglich, 
sofern die Welle 23 nicht dem Antrieb des Magnet - 
35 ruhrorgans 21 dient, die Welle 23 und den Stromungs- 

brecher 2 0 einstuckig zu fertigen und als Einheit in 
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das Reaktionsgef a£ 9 passgenau einzuschieben. 

Im folgenden werden nun Beispiele fur erf indungsgema- 
Se Ruhrorgane und erf indungsgemaSe Reaktionsgef a£e 
5 dargestellt . Derm bei Verwendung eines geeigneten 

Riihrorgans besteht prinzipiell die Moglichkeit, auf 
eine Primardispergierung der Gasphase durch einen 
Gasverteiler wie im Stand der Technik zu verzichten, 
da kleine Reaktionsgef a£e im Vergleich zu Labor-Ruhr - 
10 kesselreaktoren ein weitaus hoheres Oberf lache/Volu- 

men-Verhaltnis aufweisen. 

In der vorliegenden Erfindung wurden geeignete, vor- 
teilhaf terweise dampf sterilisierbare Magnet ruhrorgane 

15 entwickelt, die eine axiale Forderung von der Flus- 

sigkeitsoberf lache zum Boden des Reaktionsgef aSes 
(Einsaugen der Gasphase) und eine effektive Disper- 
gierung der Gasphase in moglichst kleine Gasblasen 
mit hoher Sauerstof f austauschf lache (hohe lokale E- 

20 nergiedissipation) im Reaktionsmedium sowie eine 

Freisetzung der verbrauchten Gasblasen an der Flus- 
s igke it sober f lache bewirken. Diese Magnetaruhrorgane 
besitzen einen Grundkorper, der vorteilhaf terweise 
aus Teflon gefertigt sein karm und einen bis vier Ma- 

25 gnetkerne (Ferrit oder seltene Erdmagnete wie z. B. 

SmCo (SanariumCobalt) oder NdFeB (NeodymEisenBor) ) als 
Antriebsmittel enthalt. Die im folgenden vorgestell- 
ten Magnet ruhrorgane haben vorteilhaf terweise die 
folgenden Dimensionen und Formen: 

30 

• Kreiszylindrische Magnet ruhrorgane 3 bis 20 mm 
Durchmesser , Hohe von 2 bi s 25 mm . 



35 



Eiformige Magnetruhrorgane runder Zentralquer- 
schnitt (Durchmesser 15 mm) , Lange von 3 bis 
20 mm. 
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• Quaderformige Magnet riihrorgane 3x8 mm bis 9 x 
20 mm Grundflache und Hohen von 4 bis 25 mm. 

Diese Grundkorper sind vorteilhaf terweise mit Bohrun- 
gen bzw. Kanalen versehen. Diese sind zwischen 3 und 
2 0 mm lang und besitzen Durchmesser, die an die GroSe 
des Ruhrorgans angepasst sein sollte, vorteilhaf ter- 
weise von 0,5 bis 5 mm, vorteilhaf terweise von 0,5 
bis 3 mm. Hierbei sind unterschiedliche Anordnungen 
der Bohrungen realisierbar : 

• Unter einem nach oben of fenen Winkel a zur Ver- 
tikalen verlaufende Kanale induzieren eine Ring- 
stromung im Reaktionsgef aS. 

• Unter einem nach oben of fenen Winkel a zur Ver- 
tikalen verlaufende Kanale treffen vor deren 
Austritt in die Flussigkeit auf unter einem Win- 
kel p zur Horizontalen verlaufende Luftkanale. 

• Vertikal verlaufende Kanale mit einem Abstand 
von 0-3 mm begunstigen das Entgasen der Flussig- 
phase . 

Diese Magnet ruhrorgane werden dabei auf Geschwindig- 
keiten bis zu 4000 U/min beschleunigt , beispielsweise 
durch ein geeignetes magnetisches Drehfeld oder durch 
eine Welle, 

Das Einsaugen der Gasphase in die Reaktionsgef aJSe mit 
diesen Ruhrorganen setzt bei einer Mindestdrehzahl 
des Magnetruhrorgans ein und wird durch Steigerung 
der Drehzahl starker. Diese Mindestdrehzahl ist ab- 
hangig vom eingesetzten Magnetruhrorgan, von der Po- 
sition des Magnetruhrorgans unterhalb der ruhenden 
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Flussigkeitsoberflache und von den Stof f eigenschaf ten 
der Flussigkeit. 

Ein besonders effektives Einsaugen der Gasphase und 
5 Dispergierung in Gasblasen im Reaktionsmedium kann in 

Reaktionsgef afien mit Stromungsbrechern erfolgen, die 
langs der GefaSwand in der umlaufenden Flussigkeits- 
stromung angeordnet sind. Diese vorteilhaf terweise 
ein bis vier Stromungsbrecher konnen entweder unter- 
10 halb und/oder oberhalb oder uber die gesamte GefaSho- 

he an der GefaSwand angeordnet sein. 

Das Magnet ruhr organ wird bevorzugt selbstzentrierend 
in einem geeigneten, rotierenden Magnet f eld betrie- 
15 ben. Es kann jedoch wie in Fig. 2 gezeigt auch eine 

Befestigung des Magnetruhrorgans auf einer im Reakti- 
onsgefaS fixierten Welle erfolgen. 

Die Fign. 3 bis 13 zeigen verschiedene Ausfuhrungs- 
2 0 formen erf indungsgemafier Ruhrge±a£e bzw. Riihrorgane. 

Fig. 3 zeigt in Fig. 3b ein RuhrgefaS 9, bei dem an 
jeweils gegenuberliegenden Seiten insgesamt vier 
Stromiingsbrecher 20a bis 20d angeordnet sind. Diese 

25 sind in 90° Abstand auf den Umfang des Ruhrgefafies 9 

verteilt und erstrecken sich bis in die Drehebene des 
in dem GefaS 9 angeordneten Riihrorgans 21. Das Ruhr- 
organ 21 dreht sich urn seine Mittelachse 22 und ist 
zentrisch in dem GefaS 9 angeordnet. Es weist ausge- 

30 hend von seiner Unterseite 29 eine Bohrung 33 mit ei- 

ner unteren Offnung 43 auf, die sich in senkrechter 
Richtung, d. h. unter einem Winkel von 0° zur Dreh- 
achse 22 nach oben erstreckt . Von der Oberseite 28 
des Drehorgans 21 erstrecken sich zwei Bohrungen 34a 

35 und 34b mit Offnungen 44a und 44b an der Oberseite 28 

des Drehorgans 21 nach unten. Samtliche Bohrungen 33, 
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34a und 34b munden in horizontale Bohrungen 35a und 
35b, die sich urn 180° zueinander versetzt bis zur 
seitlichen AuSenseite des Ruhrorgans 21 erstrecken 
und dort Offnungen 45a und 45b bilden. 

5 

Wenn das Ruhrorgan 21 urn seine Mittelachse 22 in ei- 
ner Flussigkeit 3 0 dreht, induziert der Kanal 33 eine 
Ringstromung im Reaktionsgef aS gemeinsam mit dem ho- 
rizontal verlaufenden Kanal 35a. Die Kanale 34a und 
10 34b saugen ihrerseits Gas von oben ein und fuhren e- 

benfalls zu einer verbesserten Begasung der im GefaS 
9 befindlichen Flussigkeit 30. 

Fig. 3a zeigt einen Querschnitt langs der Linie A- A 

15 in Fig. 3b durch die gesamte Anordnung. Unter der An- 

nahme, dass sich das Ruhrorgan 21 um die Achse 22 in 
Uhrzeigerrichtung dreht (diese Annahme wird auch bei 
den folgenden Figuren eingehalten) bilden sich nun 
zwischen den Brechern 20a bis 20d und dem Ruhrorgan 

2 0 21 jeweils schmale Spalte 37a bis 37d mit Bereichen 

40 mit hoher Stromuhgsgeschwindigkeit und damit nied- 
rigem Flussigkeitsdruck aus . Zwischen den Stromungs- 
brechern 2 0a bis 2 0d langs des GefaSumfangs liegt ein 
groSer Spalt 3 6 zwischen dem Ruhrorgan 21 und der 

25 Wand des Gefafies 9 vor in dem dement sprechend Berei- 

che 41 mit geringer Stromungsgeschwindigkeit und da- 
mit groSen hydrostatischem Druck auftreten. Insgesamt 
fiihrt der Betrieb eines solchen Reaktionsgef aSes 9 zu 
einer ortlichen Schwankung der Stromungsgeschwindig- 

30 keit, d. h. zu einem ortlich pulsierenden Bernoulli- 

Ef f ekt . 

Durch die Bohrungen 33, 34a, 34b, 35a und 35b werden 
weiterhin zeitlich langs der Offnungen 45a und 4 5b im 
35 GefaS umlaufende, pulsierende Schwankungen der Stro- 

mungsgeschwindigkeit induziert, die ebenfalls zu ei- 
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ner Begasung des Reaktionsvolumens fuhren. 

Der Antrieb des Ruhrorgans 21 erfolgt magnet isch in- 
duktiv uber in das Ruhrorgan 21 eingelagerte Magnete 
5 25a bis 25d. 

Fig. 4 zeigt eine Anordnung mit einem zu Fig. 3 iden- 
tischen Ruhrorgan 21, wobei hier jedoch das Reakti- 
onsgefaS wie in Fig. 4a, dem Schnitt langs der Linie. 
A-A in Fig. 4b, zu erkermen ist, einen rechteckigen 
Querschnitt aufweist. Stromungsbrecher sind nicht 
vorhanden. In diesem -Falle andert sich die Spaltbrei- 
te zwischen Ruhrorgan, das rotationssymmetrisch auf- 
gebaut ist und der Wand des RuhrgefaSes 9 raumlich 
periodisch, da die Spalten in den Ecken des Ruhrgefa- 
Ses 9 breiter sind als zwischen der Mitte der jewei- 
ligen Wand des RuhrgefaSes 9 und dem Ruhrorgan 21. 
Dies fiihrt wiederum zu Bereichen 40 mit hoher Stro- 
mungsgeschwindigkeit in der Mitte der Wande und Be- 
reichen 41 mit geringer Stromungsgeschwindigkeit in 
den Ecken des GefaSes 9. Die Wirkung dieses so raum- 
lich pulsierenden Bernoulli-Ef f ektes wird verstarkt 
durch die Verwendung eines Ruhrorgans 21 mit den vor- 
beschriebenen Bohrungen, die einen zeitlich pulsie- 
renden Bernoulli-Ef fekt induzieren. 

Fig. 5 zeigt wiederum dasselbe Ruhrorgan 21, das nun- 
mehr jedoch in einem rotationssymmetrischen Ruhrgefafi 
9 angeordnet ist. Allerdings erfolgt die Anordnung 
3 0 des Ruhrorgans 21 exzentrisch zur Mittelachse 24 des 

GefaSes 9 auf einer Welle 23. Nunmehr ist durch die 
exzentrische Anordnung dafur gesorgt, dass der Spalt- 
abstand 36 zwischen der Wand des RuhrgefaSes 9 und 
dem Ruhrorgan 21 auf einer Seite des GefaSes groSer 
35 ist als auf der anderen Seite des GefaSes. Dement - 

sprechend bilden sich wieder Zonen 41 geringer Stro- 
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mungsgeschwindigkeit 41 im Bereich des grofien Spaltes 
und Zonen 40 hoher Stromungsgeschwindigkeit im Be- 
reich des schmalen Spaltes aus. Auch hier wird der so 
mit einer Periode von 360° pulsierende Bernoulli - 
5 Effekt verstarkt durch die Bohrungen 33 , 34a, 34b, 

35a, 35b, ... in dem Ruhrorgan 21. 

Auch in Fig. 6 wird ein ahnliches Ruhrorgan 21 ver- 
wendet wie in der vorigen Figur. In diesem Falle 
liegt wiederum ein zylinderf ormiges Reaktionsgef aS 9 
und ein zylinderf ormiges Ruhrorgan 21 vor. Der Ab- 
stand 3 6 zwischen der Wand des RuhrgefaSes 9 und dem 
Ruhrorgan 21 ist nun auf dem vollen Umfang nahezu i- 
dentisch mit zwei Ausnahmen. Denn die horizontal en 
Bohrungen 35a und 35b sind beim vorliegenden Ruhror- 
gan 21 im Bereich ihrer seitlichen Offnungen 45a und 
45b konisch auf geweitet . In diesen Bereichen liegt 
jeweils eine Erweiterung 36a x bzw. 36b * des Spaltes 
36 vor, so dass dort Zonen 41 niedriger Stromungsge- 
schwindigkeit sich ausbilden. Daher laufen diese Zo- 
nen 41 niedriger Stromungsgeschwindigkeit nunmehr mit 
dem Ruhrorgan 21 innerhalb des GefaSes 9 urn. Dies 
fuhrt zu einem ortlich und zeitlich pulsierenderi 
Stromungsf eld und damit wiederum zu dem gewunschten 
pulsierenden Bernoulli-Ef f ekt . 

Fig. 7 zeigt die einfachste Form eines Ruhrorgans 21 
mit schrag nach auJSen verlaufenden Bohrungen 33a und 
33b. Die Bohrungen 33a, 33b beginnen an der Untersei- 
30 te 29 des Ruhrorgans 21 mit einer Offnung 43a, 43b 

und enden an der Oberseite 2 8 des Ruhrers 21 in einer 
Offnung 44a bzw. 44b. Fig. 7b zeigt dabei einen 
Schnitt langs der Linie A-A aus Fig. 7a. 

35 Die Bohrungen weisen dabei einen langlichen Quer> 

schnitt auf, wie in Fig. 7a in der Aufsicht zu erken- 
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nen ist. Sie fuhren zu einer Forderung von Flussig- 
keit von dem Boden 29 des Ruhrorgans 21 und damit des 
RuhrgefaiSes 9 nach oben und tragen so zur Ausbildung 
der Flussigkeitsoberf lache als Trombe bei . 

5 

Fig. 8 zeigt ebenfalls ein Riihrorgan, wie es ahnlich 
bereits in Fig. 3 dargestellt wurde. Fig. 8b zeigt 
dabei einen Querschnitt, Fig. 8a einen Querschnitt 
langs der Schnittlinie A-A in Fig. 8b und Fig. 8c ei- 

10 nen Querschnitt langs der Schnittlinie B-B in Fig. 

8b. Im Unterschied zu Fig. 3 liegen nunmehr jedoch 
nicht zwei vertikal von der Oberflache des Ruhrorgans 
sich in des sen Inner e erstreckende Bohrung 34a und 
34b sondern insgesamt vier urn einen Winkel von 90° 

15 zueinander versetzte Bohrungen 34a bis 34d vor. 

In Fig. 9 ist ein weiteres erf indungsgemafies Ruhrqr- 
gan dargestellt, wobei die Figuren 9a und 9c eine 
Aufsicht bzw. eine Untersicht des in Fig. 9b im Quer- 

20 schnitt dargestellt en Ruhrorgans darstellen. Auch 

hier sind in dem Riihrer 21 wiederum vier von der 
Oberseite 2 8 des Ruhrorgans 21 ausgehende Bohrungen 
34a bis 34d urn die Mittelachse 22 des Ruhrorgane 21 
um 90° versetzt angeordnet, wobei sich diese Bohrung 

25 34a bis 34d nunmehr unter einem Winkel (3 zur Mit- 

telachse bzw. Drehachse 22 des Ruhrorgans 21 nach un- 
ten auSen erstrecken. In gleicher, nahezu symmetri- 
• scher Weise erstrecken sich Bohrungen 33a bis 33d von 
der Unterseite 2 9 des Ruhrorgans 21 unter einem Win- 

30 kel a gegen die Mittelachse bzw. Drehachse 22 des 

Ruhrorgans 21 nach oben aufien in den Korper des Ruhr- 
organs 21 hinein. Beide treffen auf insgesamt vier 
ebenfalls um 90° gegeneinander versetzt angeordnete 
horizontale Kanale 35a bis 3 5d, die mit Offnung 4 5a 

35 bis 45d in der Seitenf lache 2 6 des Ruhrorgans enden. 
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Die Seitenf lache 2 6 dieses Ruhrorgans erstreckt sich 
von seiner Oberf lache 28 senkrecht nach unten bis zu 
der Ebene der horizontalen Bohrungen 35a bis 35d und 
lauft dann konisch parallel zu den Bohrungen 33a bis 
33d nach unten zusammen. 

Die Bohrungen 33a bis 33d fordern wiederum Flussig- 
keit vom Boden eines GefaSes nach oben wahrend die 
Bohrungen 34a bis 34d Gas- und Flussigkeit bzw. eine 
Mischung hiervon von der Oberf lache 28 des Ruhrorgans 
21 einziehen und an der Grenzflache von Gas- und 
Flussigkeit Turbulenzen erzeugen. Auch hierdurch wird 
ein pulsierender Bernoulli-Ef f ekt erzeugt bzw. gege- 
benenfalls verstarkt. 

Eine weitere Moglichkeit einen pulsierenden Bernoul- 
li-Effekt zu erzeugen besteht darin, ein nicht rota- 
tionssymmetrisches Ruhrorgan einzusetzen. 

2 0 Bei dem in Fig. 10 dargestellten Ruhrorgan 21 liegen 

eine geradlinige Vorderseite 2 6 und eine zur Vorder- 
seite 26 parallele, geradlinige Ruckseite 27 vor, 
wahrend die sich langs der Wand des Ruhrgefafies 9 be- 
wegenden die Vorderseite 2 6 und die Ruckseiten 2 7 
25 verbindenden Seitenf lachen 27 konvex gekrummt sind. 

Ein derartiges Ruhrorgan 21 kann beispielsweise in 
einem nicht rotationssymmetrischen RuhrgefaS oder in 
einem RuhrgefaS mit Stromungsbrechern eingesetzt wer- 

3 0 den . 

In Fig. 11 ist ein Ruhrorgan wie in Fig. 10 darge- 
stellt, das zusatzlich unter einem Winkel a gegen die 
Drehachse 22 verlaufende Bohrungen 33a bzw. 33b auf- 
3 5 weist. Diese fordern Flussigkeit von den Offnungen 

43a, 43b an der Unterseite 29 des Ruhrorgans 21 zu 
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den Offnungen 43a * und 43b % an der Oberseite 28 des 
Ruhrorgans 21. 

Fig. 12 zeigt ein Rfthrorgan wie in Fig. 11 , wobei 
nunmehr die Bohrungen 33a und 33b eine wie in Fig. 
12a in der Aufsicht erkenntliche im Querschnitt lang- 
liche Form aufweisen. 

In Fig. 13 sind zusatzlich zu den Bohrungen 33a und 
33b wie in Fig. 11 weitere Bohrungen 34a, 34b einge- 
bracht/ die sich versetzt zur Mittelachse 22 des 
Ruhrorgans 21 parallel zur Mittelachse 22 von der Un- 
terseite 2 9 zur Oberseite 28 erstrecken und jeweils 
in Offnungen 44a, 44b an der Unterseite 29 bzw. in 
Offnungen 44a 1 , 44b 1 an der Oberseite 2 8 enden. Diese 
Kanale 34a, 34b dienen der Entgasung der Flussigkeit, 
d. h. dem Entfernen der verbrauchten in die Flussig- 
keit eindispergierten Gasblasen. 

Fig. 14 zeigt in Teilbild a eine erf indungsgemaSe Re- 
aktorvorrichtung, bei der in Offnungen 8a bis 8e in 
einem Reaktorblock 2 Behalter 9a bis 9e eingelassen 
sind. Diese Behalter 9a bis 9e weisen wiederum an ih- 
rem oberen Umfangsrand ihrer Offnung einen Flansch 
auf, mit dem sie auf einer Distanzscheibe 11a bis llf 
aufliegen. Die gesamte Anordnung der Behalter wird 
uberdeckt von einem deckelartigen Verschluss 15, in 
den wie bereits oben beschrieben, Rohrchen 17a bis 
17e eingelassen sind, urn ein Ausstromen von Gas zu 
ermoglichen. Der Deckel 15 weist weiterhin Trennwande 
14a bis 14e auf, urn die einzelnen Behalter voneinan- 
der gasdicht zu isolieren. 

Fig. 14b zeigt nun einen Querschnitt langs der Linie 
A-A in Fig. 14a durch den Verschluss 15, wahrend Fig. 
14a ein Querschnitt durch die Gesamtanordnung langs 
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der Linie B-B in Fig. 14b darstellt. 

Ausgehend von einer Gaszufuhrbohrung 50 verastelt 
sich diese Bohrung uber einzelne weitere Bohrungen 
51, 52, 53, 54 bis 55 iinmer weiter und mundet letzt- 
lich in jeweils einen Gasauslass uber den einzelnen 
Behaltern 9a bis 9e. In Fig. 14b ist auch zu erken- 
nen, dass die Behalter 9 in einem zwei dimensional en 
Array angeordnet sind. Die Lange der Bohrungen 5 0 bis 
55 von dem Gaseinlass 50 bis zutn Auslass in den Luft- 
raum uber den GefaSen 9 ist dabei jeweils konstant . 
Auch die Zahl der Knicke, die die einzelnen Gasfuh- 
rungen vom Einlass bis zum Auslass uber den Behaltern 
durchlaufen, ist konstant. Die Hohe der Kanale kann 
dabei jedoch variabel sein. Entscheidend ist nun, 
dass entweder in diesen Bohrungen 5 0 bis 55 kein nen- 
nenswerter Druckabfall auftritt oder der Druckabfall 
durch die gleiche Lange und die gleiche Anzahl an 
Knicke fur jedes einzelne Behaltnis 9 identisch ist. , 

Fig. 15 zeigt einen weiteren Verschluss 15 mit einer 
entsprechenden Gasverteilerstruktur bestehend aus Ka- 
nalen 50 bis 55, 51* bis 55' . Auch hier sind die Wege 
25 und die Anzahl der Knicke vom Einlass 50 bis zu dem 

jeweiligen Behalter 9 fur jeden Behalter identisch. 

Im folgenden werden nun einzelne Messungen mit erf in- 
dungsgemaKen Reaktionsgef aSen bzw. mit einem erf in- 
3 0 dungsgemafien Bioreaktorblock dargestellt. 

Wenn der Bioreaktorblock 1 entsprechend geometrisch 
gestaltet wird (Abstand und Anordnung der einzelnen 
Milliliter-Ruhrreaktoren, z. B. jeweils 8 Milliliter- 
3 5 Ruhrreaktoren parallel - da Pipettier-Roboter meist 

mit 8 parallelen Dosierstrecken ausgerustet sind 
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etc.) kann eine einfache Automat isierung erfolgen. 
Mit Hilfe eines Pipettier-Roboters als Aktor konnen 

• Proben individuell gezogen und prinzipiell alle 
manuellen off-line Analysenverf ahren automati- 
siert werden (Bestitnmung von Zell-, Substrat-, 
Produkt- und Nebenprodukt-Konzentrationen) , 

• Korrekt urmitt el ,- Substrate und/oder Induktoren 
individuell dosiert werden, 

• die einzelnen Milliliter-Ruhrreaktoren mit Sen- 
soren (bspw. entsprechend dimensionierte pH- 
Elektroden) intermittierend beprobt werden. 

Mit Hilfe geeigneter Prozesskontrollsysteme ist damit 
eine automatisierte Prozessfuhrung im Parallelansatz 
moglich: pH-Regelung, individuelle Substratdosierung, 
automatisierte off-line Probenahme und Analyse, und 
dergleichen. 

Prinzipiell sind zur automatisierten Durchfuhrung von 
parallelen Zellkultivierungen folgende Arbeitsschrit- 
te notwendig. Die Zeitplanung sind dabei so ausge- 
5 legt, dass die Arbeitsschritte im Verlauf des gesam- 

ten Prozesses im gleichen Zeittakt ausgefuhrt werden 
konnen, d.h. es wird die Einhaltung einer konstanten 
Zeitspanne At zwischen den Arbeitsschritten ermog- 
licht. Ein solcher Zeitplan ist in Fig. 17 darge- 
0 stellt. 

• Dispensing D: Die parallel betriebenen Millili- 
ter-Ruhrreaktoren werden von einem Pipettier- 
Roboter mit sterilem, destillierten Wasser zur 
5 Verdunstungskontrolle und/oder frischem Medium 

zur Realisierung von Zulauf- oder kontinuierli- 
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chen Verfahren und/oder Titrationsmittel zur pH- 
Kontrolle und/oder Induktionsmittel versorgt. 
Die jeweilig notwendigen Volumina einer jeden 
Losung werden durch im Voraus mit alien notwen- 
5 digen Parametern initialisierte Algorithmen be- 

rechnet . 



• Sampling: Um at-line Analytik automatisiert 

durchfuhren zu konnen, werden den Milliliter- 
10 Ruhrreaktoren regelmaSig vorgegebene Probenvolu- 

mina entnommen und in Mikrotiterplatten abgege- 
ben. 



• Mikrotiterplattenbewegungen MTP Trans: Nach Ent- 
15 nahme einer vorgegebenen Anzahl Proben in eine 

Mikrotiterplatte, beispielsweise einer Probe pro 
Milliliter-Ruhrreaktor, wird die Mikrotiterplat ~ 
te vom Labor-Roboter zu einem Mikrotiterplatten- 
Messgerat transportiert . 

20 

• At-line Analytik: Die in eine 'Mikrotiterplatte 
abgegebenen Bioreaktorproben werden in einem 
Messgerat (z .B. Mikrotiterplatten-Photome- 

25 ter/Fluorimeter) vermessen. Beispielsweise kon- 

nen so die Biotrockenmassekonzentration (c x ) und 
der pH-Wert bestimmt werden. Auch andere biover- 
f ahrenstechnisch relevante Parameter (z.B. Sub- 
s t r a t konz ent r a t i on , Pro duk t kon z ent r a t i on ) konn - 

3 0 ten auf diese Weise bestimmt werden. Die erhal- 

tenen Messwerte werden Regelalgorithmen zur Ver- 
fugung gestellt und nehmen so Einfluss auf die 
folgenden vom Laborroboter aus zuf lihrenden Dis- 
pensing-Schritte . Durch Etablierung eines Kreis- 

35 laufs mindestens zweier Mikrotiterplatten kann 

die Analytik parallel zu den vom Pipettier- 
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Roboter durchgefuhrten Dispensing- und Sampling- 
Schritten erfolgen. Eine Mikrotiterplatte wird 
demnach mit Proben gefullt wahrend die Proben in 
der zweiten Mikrotiterplatte im Messgerat analy- 
siert werden. Nach abgeschlossener Analyse der 
Mikrotiterplatte wird diese in einem Mikroti- 
terplatten-Waschgerat gesaubert und dem Kreis- 
lauf erneut zugefuhrt. 

• Reinigung der Mikrotiterplatte („Plate wash u ) : 
Nach Beendigung des Versuchs wird die jeweilige 
Mikrotiterplatte gereinigt und kann so erneut 
verwendet werden. 

Fig. 16 zeigt eine Anordnung mit Mikrotiterplatten 
60a, 60b, 60c in einem Pipettier-Roboter , wobei in 
dieser Skizze der Kreislauf einer Proben-Mikrotiter- 
platte 60a bis 60c verfolgt werden kann. Die in Fig. 
16 dargestellte automatische Anlage 56 weist eine 
Grundplatte 57 auf, auf der eine Anordnung 64 von Be- 
haltern (Reaktorblock) oder Probenahmegef aSen, ein 
Tisch 58 zur Aufnahme von Mikrotiterplatten 60a, ein 
Fotometer 62 und eine Waschstation 63 aufweist. Wei- 
terhin ist oberhalb der Grundplatte 57 ein Tragebal- 
ken 66 angeordnet, auf dem mittels Querbalken 59a und 
59b die Pipettenspitzen 65 und ein Tragarm 61 fur Mi- 
krotiterplatten verschieblich aufgehangt sind. 

In einem ersten Schritt wird nun eine Mikrotiterplat- 
te 60a mit Proben aus dem Reaktorblock 64 uber die 
Pipettenspitzen 65 befiillt. Die Mikrotiterplatte 60a 
wird dann mit dem Tragarm 61 zu dem Fotometer 62 
transportiert, wo die einzelnen Napfchen der Mikroti- 
terplatten 60b fotometrisch vermessen werden. Die so 
vermessene Mikrotiterplatte 60b wird mit dem Tragarm 
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zu der Waschvorrichtung 63 transportiert , wo die 
Mikrotiterplatte (hier nun Mikrotiterplatte 60c) ge- 
waschen und gereinigt wird. Damit steht die 
Mikrotiterplatte 60c wiederum den Proben und 
5 Messzyklus zur Verfiigung und wird von dem Tragarm 61 

zuruck auf den Tisch 58 befordert. 



Je nach Prozessanf orderung konnen dem Prozesskreis- 
lauf zu be-stimmten Zeitpunkten mit Proben gefullte 
10 Mikrotiterplatten entzogen und gekiihlt zwischengela- 

gert werden. Eine neue Mikrotiterplatte kann dem Pro- 
zess automatisch zugefuhrt werden, urn den Analytik- 
kreislauf aufrecht erhalten zu konnen. 



15 Die Bestimmung von im wassrigen Reaktionsmedium ge- 

losten Stof fen wie die Wasserstof f ionenaktivitat (pH) 
muss in jedem Reaktionsgef afi individuell erfolgen. 
Eine Verwendung von 48 oder 96 einzelnen pH-Sensoren, 
beispielsweise sterilisierbare pH-Einstabmessketten 

2 0 (Glaselektroden) , ist nicht okonomisch. Auch die Ver- 

wendung von kostengiinstigen pH-Feldef f ekttransistoren 
, („Wegwerfsensoren w ) ist aufgrund der zusatzlich er- 
forderlichen klassischen Ref erenzelektroden und der 
fehlenden thermischen Stabilitat (Sterilisierbairkeit) 

25 praktisch nicht moglich. 

Die Anzahl der erf orderlichen pH-Sensoren fur Paral- 
lelreaktoren kann prinzipiell reduziert werden, wenn 
ein Sensor fur mehrere Reaktionsgef aSe benutzt werden 

30 kann. Eine Moglichkeit der technischen Realisiernng 

ist die Integration kommerziell erhaltlicher Minia- 
tur-pH-Elektroden in Anstechkanulen, die mit Hilfe 
eines Pipettierroboters intermittierend in die ein- 
zelnen Milliliter-Ruhrreaktoren eingetaucht werden. 

35 Hierzu geeignet sind pH-Einstabmessketten mit einem 

Aufiendurchmesser von 1 mm und einer Ansprechzeit von 
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~ 6 S. 

Eine weitere Moglichkeit ist die sterile Entnahme von 
Proben aus den einzelnen Milliliter-Ruhrreaktoren mit 
Kanulen und die parallele Messung des pH-Wertes in 
den Proben mit pH-sensitiven Mikrotiterplatten. Am 
Boden der Kavitaten dieser kommerziell erhaltlichen 
Mikrotiterplatten ist ein Sensorspot integriert, in 
welchem zwei Fluorophore immobilisiert sind. Diese 
Fluorophore konnen in einem entsprechend ausgestatte- 
ten Photometer- Fluor imeter ausgelesen werden. 
Die Fluoreszenzeigenschaf ten des Indikator-Fluoro- 
phors variieren mit dem pH-Wert der Losung wahrend 
der Ref erenz-Fluorophor ein vom pH-Wert unabhangiges 
Fluoreszenzsignal produziert. Das Verhaltnis aus In- 
dikator- zu Ref erenzsignal kann zum pH-Wert der Lo- 
sung uber eine Sigmoid-Funktion korreliert werden. 
Die Verwendung eines Ref erenzf arbstof f s erhoht die 
Messgenauigkeit und die Lebensdauer der Sensoren, da 
eine Abnahme der Signalintensitat durch "Ausbluten" 
des Sensors (Diffusion der Fluorophore in die Messlo- 
sungen) einen geringeren Einfluss auf das Messsignal 
zur Folge hat. 

25 Die erzeugten pH-Messdaten werden vom Prozesskon- 

trollsystem gelesen und Regelalgorithmen zur Verfii- 
gung gestellt . Diese berechnen das notwendige Volumen 
Titrationsmittel pro ReaktorgefaS urn einen gewunsch- 
ten pH-Sollwert in dem Reaktorgefafi aufrecht zu er- 

30 halt en. Das Prozesskontroll system berechnet die 

Dispensing-kchritte unter Berxicksichtigung der not- 
wendigen Zudosierung zur pH-Kontrolle . 
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Wesentlich an der vorliegenden Erfindung ist der da- 
mit mogliche hohe Sauerstoff- und Energieeintrag in 
eine Kultursuspension. Im folgenden werden daher Mes- 
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sungen der Sauerstof fiibergangskoeffizienten k L a ver- 
schiedener erf indungsgemafien Magnet ruhrsyst erne be- 
schrieben. 

5 Es wurden Ruhrorgane der Typen I bis V entsprechend 

Fig. 7 (Typ I), Fig. 10 (Typ II), Fig. 12 (Typ III), 
Fig. 11 (Typ IV) und Fig. 9 (Typ V) mit der dynami- 
scherx Sulf itmethode (Havelka et al . 1998) unter ver- 
gleichbaren Bedingungen bzgl . Volumen der Flussigpha- 

10 se, Lagerung des Ruhrorgans und Anordnung der Stro- 

mungsbrecher verglichen (siehe Fig. 18) . Diese Versu- 
che wurden in einem Milliliter-Ruhrreaktor mit 15,5 
mm Durchmesser durchgef uhrt . Mit den Ruhrern der Ty- 
pen I bis V wurden bei einer Drehzahl von 2 600 rpm 

15 k L a-Werte in 0,5 M Na 2 S0 4 -L6sung im Bereich von 0,156- 

0,244 s" 1 erreicht. 

Zur Bestimmung der k L a-Werte wird als Flussigphase 
0,5 M Na 2 S0 4 -L6sung verwendet, weiche nicht-koales- 

2 0 zierende Bedingungen garantiert. Zusatzlich wird eine 

Konzentration von 10" 3 M CoS04 als Katalysator fur 
die chemische Oxidation von Sulfit zu Sulfat vorge- 
legt. Die Durchfuhrung der dynamischen Sulf itmethode 
beginnt mit dem Beluften der Flussigphase mit Luft, 

25 bis diese Sattigung erreicht. Nach Zugabe einer aus- 

reichend grofien Stoffmenge Sulfit urn den gesamten, in 
der Flussigphase gelosten Sauerstof f zu verbrauchen, 
sinkt die Gelost sauerstof f konzentration der Flussig- 
phase schlagartig auf Null. Nach stochiometrischem 

30 Sulfitumsatz steigt die Gelost sauerstof f konzentration 

in der Flussigphase wieder an, Aus dieser sogenannten 
Auf sattigungskurve wird der k L a-Wert unter Annahme 
ideal durchmischter Bedingungen in Flussig- und Gas- 
phase bestimmt. Dabei wird die Ansprechzeit der ver- 

35 wendeten Sauerstof f sonde im Modell berucksichtigt . 
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Herkommliche technische Rtihrkesselreaktoren werden 
bei Sauerstof fubergangskoef f izienten von k L a < 
0,25 s" 1 betrieben. Damit sind in erf indungsgemafeen 
Milliliter-Ruhrreaktoren bzw. mit den erf indungsgema- 
5 Sen Ruhrorganen dieselben oder ahnliche Sauerstof f- 

eintragsraten erreichbar (zum Vergleich: in Schuttel- 
kolben oder Mikrotiterplatten konnen unter optimalen 
Bedingungen Sauerstof fubergangskoef f izienten von ma- 
ximal ki,a = 0.07 s" 1 erreicht werden). 

10 

Sauerstof fubergangskoef f izienten der Ruhrsysteme des 
Typs III und V wurden dariiber hinaus mit 8 ml 0,5 M 
Na 2 S0 4 -L6sung ebenfalls in einem Milliliter-Ruhr- 
reaktor mit 2 0 mm Durchmesser durchgefuhrt (Fig. 19) . 
15 Dabei wurden Ruhrsysteme nach Fig. 2b und 2c verwen- 

det. Maximal erreichte k L a-Werte fur eine Drehzahl 
von 2800 rpm liegen hier sogar bei bis zu 
0,355 s" 1 . 

2 0 Zur Verif izierung der Sauerstof feintragseigenschaf ten 

der Ruhrsysteme wurden parallele Kultivierungen mit 
Escherichia coli (wt) als Beispielsystem durchge- 
fuhrt. 

25 100 ml eines sterilen, definierten Mediums wurden in 

einem mit Alucap verschlossenen 500 ml Schuttelkolben 
mit 0,25% Inokkulum aus dem Feedstock angeimpft und 
14 h bei 37 °C und 200 rpm in einem Schuttelinkubator 
mit einer Exzentrizitat von 5 cm inkubiert. Am fol- 

3 0 genden Tag wurden 4-6 ml dieser Vorkultur in Millili- 

ter-Ruhrreaktoren uberfuhrt. In den Milliliter- 
Ruhrreaktoren wurden die Zellen fur 3,5 h bei 2000 
rpm eines erf indungsgemaSen Ruhrorgans und weitere 
2,5 h bei 2200 rpm bei 37 °C inkubiert. Der pH-Wert 
3 5 wurde auf 6,8 geregelt. 
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Der Schuttelkolben (SK) wurde mit den ca. 40 ml Rest- 
volumen der Vorkultur weiter im Schuttelinkubator bei 
gleichen Bedingungen inkubiert . 

5 Die Messergebnisse in Fig. 20 bis 22 belegen, dass in 

den Milliliter-Ruhrreaktoren ein weiteres Wachstum 
der Bakterien moglich ist, wenn genugend Sauerstoff 
eingetragen wird. Dabei zeigen die jeweiligen Kurven 
einen herkonutilichen Schuttelkolben (SK) , einen erfin- 

10 dungsgemafien Ruhrer eines bestimmten Typs ohne Stro- 

mungsbrecher (z. B . „Typ II ohne SB U ) bzw. mit Stro- 
mungsbrecher (z. B. Typ II*) . Aus den Fign. 20 bis 22 
ist zu erkermen, dass bereits eine Drehzahl von 
22 00 rpm ermoglichte in den Ansatzen mit den Ruhrsys- 

15 temen des Typs II, III und V eine bis zu 2,5-fach ho- 

here Biotrockenmassekonzentration, als im Schiittel- 
kolbenansatz (SK) ermoglicht. 

Fig. 23 gibt in Tabellenform nun jeweils an, in wel- 

2 0 cher Konf iguration die einzelnen Ruhrsysteme einge- 

setzt wurden. Dabei wird jeweils fur die Messungen, 
die in einer bestimmten Figur dargestellt sind, der 
Gef afidurchmesser und die Anzahl der Stromungsbrecher 
angegeben. Weiterhin wird die Konf iguration aus Stro- 
25 mungsbrecher und Ruhrorgan unter Bezug auf die Dar- 

stellung in den Fign. 2a bis 2d angegeben. 

Die Figuren 24 bis 2 6 zeigen weiteren Ausgestaltungen 
erf indungsgemaSer Riihrorgane. Diese Ruhrorgane sind 

3 0 samtlich zur Lagerung auf einer Welle 23 vorbereitet, 

indem Bohrungen 50 und 51 in das Ruhrorgan 21 einge- 
bracht sind. Im oberen Bereich des Ruhrorgans besitzt 
die Bohrung 51 eine lichte Weite, so dass sie den 
Durchtritt und die Halterung der Welle 23 ermoglicht. 
3 5 Figur 24a zeigt nun eine Aufsicht, wobei die unter- 

schiedlichen Durchmesser der Bohrungen 50 und 5L ein- 
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gezeichnet sind. Figur 24b zeigt eine Querschnittsan- 
sicht desselben Ruhrorgans. 

Die Bohrungen 33a und 33b sind nunmehr von einer Un- 
terkante des Ruhrorgans zur gegenuberliegenden oberen 
Kante des Ruhrorgans durchgezogen. Die Bohrungen 33a 
und 33b liegen dabei in einer Schnittebene, so dass 
sie sich im Bereich der Bohrung 50 iiberkreuzen und 
einen geme ins amen Hohlraum bilden. Die Offnungen der 
Bohrungen 33a und 33b erstrecken sich nunmehr sowohl 
uber einen Teil der Unterseite 29 bzw. der Oberseite 
2 8 des Ruhrorgans 21 als auch uber seine Seitenwand. 
Im Ergebnis laufen also vier Teilbohrungen sternfor- 
mig von gegenuberliegenden Seiten an der oberen und 
der unteren Kante des Ruhrorgans in der Mitte aufein- 
ander zu. 

Dieses Ruhrorgan kann selbstzentrierend oder auch wie 
in Figur 24 dargestellt an einer in das Reaktionsge- 

2 0 faS eingebrachten Achse 23 gelagert werden. Die Achse 

23 kann dabei beispielsweise am Deckel des Reakfcions- 
gefafies befestigt werden. In Figur 24 weist die Achse 
23 an ihrem in der Bohrung 5 0 befindlichen unter*en 
Ende eine Verdickung bzw. einen Flansch 50 auf , so 
25 dass das Ruhrorgan nicht von der Achse 23 fallen 

kann, da sich die Bohrung 50 im oberen Bereich uber- 
gehend in die Bohrung 51 verengt. Diese Verdickung 55 
kann ebenfalls als Schlusself lache ausgefuhrt sein. 
Die Achse, die nunmehr abweichend von den bisher-igen 

3 0 Ausfuhrungsformen von oben in das Reaktionsgef aS hin- 

einragt und in die Flussigphase eintaucht, kann wie 
in Figur 24 als Vollmaterial ausgefuhrt sein. Wesent- 
lich ist dabei eine exakte Positionierung des Achsen- 
endes relativ zur Innengeometrie des Ruhrsystems, urn 
35 eine effektive Sogwirkung zu erzielen und damit den 

Blaseneintrag zu intensivieren. 
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Figur 25 zeigt ein ahnliches Ruhrorgan wie in Figur 
24 mit dem Unterschied, dass die AulSenform des Ruhr- 
organs, wie in dem Querschnitt in Figur 25a zu erken- 
5 nen, prinzipiell kreisformig ist. Dieses Ruhrorgan 

weist nunmehr zusatzlich Ausnehmungen 56a bis 56b 
auf , die beim Umlauf in der Stromung eine zeitliche 
bzw. ortliche Anderung der Stromungsgeschwindigkeit 
langs des Umfangs des Riihrorgans 21 bewirken. Dadurch 

10 wird eine noch bessere Durchmischung und Blaseintrag 

erzielt. Weiterhin ist, wie in dem seit lichen Quer- 
schnitt aus Figur 25b zu erkennen, die Achse 23 als 
Hohlrohr ausgefuhrt, so dass uber den zentralen Hohl- 
raum 57 ein Gas transport von oben nach unten in die 

15 Flussigphase stattfindet. 

Figur 2 6 zeigt ein entsprechendes Ruhrorgan wie in 
Figur 25, wobei jedoch keine Ausnehmungen 56a bis 56b 
vorgesehen sind und die Achse 23 aus Vollmaterial be- 
steht wie in Figur 24 . 

Figur 27 zeigt nun in den Teilfiguren a) und b) die 
beiden Varianten der Befestigung der Ruhrorgane mit 
von oben in die Flussigphase 3 0 eintauchenden Achsen 
23. Die Achse 23 in Figur 27a ist als Hohlrohr ausge- 
bildet, so dass entsprechend den Pfeilen A und A' ein 
Gaseintrag in die Flussigphase stattfindet. In Figur 
27b ist die Achse 23 als Vollmaterial ausgebildefc, so 
dass sie lediglich der Halterung und ggf . dem Drehen 
des Ruhr organs 21 dient . 

Figur 2 8 zeigt eine Vorrichtung gemaS Figur 27a, wo- 
bei jedoch zur weiteren Intensivierung des Sauer- 
stof f eintrags und der Blasenbildung in der Flussig- 
35 phase 3 0 am unteren Ende der Achse 23 eine Duse 60 

angeordnet ist, Diese kann entweder, wie in Figur 28 
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gezeigt, starr auf der Welle 23 angeordnet sein Oder 
ggf • auch gleichzeitig als Anschlag (Flansch) fur das 
Ruhrorgan 21 dienen. Sie kann weiterhin auch in das 
rotierende Ruhrorgan 21 eingepresst werden, statt an 
5 der Achse 23 angeordnet zu sein- Die Duse 60 enthalt 

eine Luf tubernahmebohrung 58 , die den Hohlraum 56 der 
Welle 23 mit dem Kopf des Kegels der Duse 60 verbin- 
det. Aus diesem Kopf des Dusenkegels 60 fuhren mehre- 
re Austrittsbohrungen 59a und 59b aufwarts bzw. in 
10 Richtung des Riihrorgans 21, wobei Luft in Richtung 

der Pfeile B und B' in die Fltissigphase 3 0 eingetra- 
gen wird. Auch hier ist eine exakte Ausrichtung rela- 
tiv zum Ruhrsystem fur einen hohen Sauerstof fubergang 
wichtig. 

15 

Pigur 2 9 zeigt den maximalen Sauerstof fiibergangskoef - 
fizienten, der mit einem Ruhrsystem gemaS Figur 25 
bei 8 bzw. 12 ml Reaktionsvolumen erreicht werden 
kann. Insbesondere bei einem Reaktionsvolumen von le- 
20 diglich 8 ml kann bereits bei einer Drehzahl von 2300 

Upm ein Sauerstof f ein Sauerstof fiibergangskoef fizient 
von 0,4 s" 1 erzielt werden. 

Figur 3 0 zeigt das Wachstum der Biomassekonzentration 
BTM in einer Fed-batch Kultivierung mit Escherichia 
coli wt K12 . Mit Zuf utterung wurde innerhalb von 9 
Stunden eine Biotrockenmassenkonzentration von uber 
13 gL" 1 erreicht. Die Drehzahlen des Ruhrsystems, das 
demjenigen in Figur 25 entsprach, lagen dabei nicht 
uber 22 0 0 Upm, was dennoch einen Sauerstof fgehalt des 
Mediums von uber 20% Luf tsattigung sicherstellte . 

Die Kultivierung erfolgte hier in einem mineralischen 
Medium mit 15 gL"* 1 Glukose zu Beginn der Satzphase 
35 als Ausgangskonzentration. Ab Verbrauch dieser Gluko- 

se nach 4,15 h wurde intermittierend alle 4 Minuten 
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eine Glukoselosung mit 250 gL" x Glukosegehalt zuge- 
futtert. Der pH-Wert wurde mittels 2,5%iger NH 4 oh auf 
6,8 eingestellt . 

Zusammenfassend lasst sich damit f eststellen, dass 
durch die vorliegende Erfindung parallele Milliliter- 
Ruhrreaktoren ermoglicht wurden, in denen ein ver- 
gleichbarer Wachstumsverlauf von kontrollierten Pro- 
zessverlauf en ermoglicht wird wie in Bioreaktoren das 
LabormaiSstabs . 

Oberf lachenbegaste, gegebenenf alls mit speziellen 
Magnet ruhr org anen ausgestattete Milliliter-Ruhrreak- 
toren erlauben eine ebenso effiziente Sauerstof fver- 
15 sorgung von Organismen in Flussigkultur wie Ruhrkes- 

selreaktoren groSeren MaSstabs mit Volumenbegasung . 

Der Einsatz von bis zu 96 und mehr Milliliter-Ruhr- 
reaktoren in einem Bioreaktorblock, der mit Hilf e von 
Pipettier- Robot ern automatisierbar ist, ermoglicht 
erstmalig einen effizienten, individuell kontrollier- 
ten Parallelbetrieb. Die Verwendung eines Labor- 
Roboters zur Automat isierung der Parallelreaktionen 
ermoglicht damit einen Quant ensprung in der Gewinnung 
relevanter Prozessdaten. 

Durch Implement ierung geeigneter Screening- und Opti- 
mierroutinen konnen Screening- Verfahren und Prozess- 
optimierungen (Medienzusammensetzung, Induktionsver- 
3 0 fahren, Dosierprof ile) systematisch und mit hoher 

Zeitef f izienz im Parallelansatz automatisiert werden. 
Eine vollstandige Digitalisierung der parallelen Pro- 
zessentwicklung ermoglicht weiter eine neuartige Da- 
tent ransparenz und -verf ugbarkeit . 

35 

Mit Hilfe dieses neuen Werkzeuges zur Hochdurchsatz- 
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Bioprozessentwicklung konnen neue Bioprozesse zeitef- 
fektiv unter technischen Reaktionsbedingungen entwi- 
ckelt werden, da beispielsweise statt einem Experi- 
ment im kontrollierten 0,5 1 Ruhrkesselreaktor mit 
5 demselben Reaktionsvolumen zeitgleich 10 0 Experimente 

in 100 parallelen 5 ml-Ruhrkesselreaktoren automati- 
siert durchfuhrbar sind - also der 100 -f ache Informa- 
tionsgewinn pro Zeiteinheit moglich wird. Bei Einsatz 
geeigneter Versuchsplanungsalgorithmen wird die Ef - 
10 fektivitat der Bioprozessentwicklung weiter gestei- 

gert . 
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Patentanspruche 



1. Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen in Fliis- 
sigkeitssaulen im Milliliter-MaSstab mit 
5 einem Behalter zur Aufnahme einer flussigen Kul- 

tursuspension der Zellen, 

einem Ruhrorgan zum Ruhren der Kultur suspension 

in dem Behalter urn eine Ruhrachse, 

dadurch gekennzeichnet, 

10 dass 

der Behalter und/oder das Ruhrorgan derart aus- 

i 

gebildet sind, dass die Stromungsgeschwindigkeit 
sich langs einer Stromlinie oder Bahnlinie urn 
die Ruhrachse ortlich und/oder zeitlich andert . 

15 2. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, 

dadurch gekennzeichnet , dass der Behalter 
und/oder das Ruhrorgan derart ausgebildet sind 7 
dass durch das Ruhrorgan eine von der Suspensi- 
onsoberf lache zum Boden des Behalters gerichtete 

20 Forderung der Kultursuspension erf olgt . 

3 . Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Forderung der 
Kultursuspension eine bezuglich der Ruhrachse 
axiale Komponente aufweist. 
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4 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet , dass die die 
Kultur suspension umschlieSenden Innenwande des 
Behalters unterhalb, in und/oder oberhalb der 

5 Drehebene des Ruhrorgans eine nicht rotationssy- 

metrische Form aufweist. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die die 
Kultursuspension umschlieEenden Innenwande des 

10 Behalters unterhalb, in und/oder oberhalb der 

Drehebene des Ruhrorgans ein Vieleck, vorzugs- 
weise mit vier, funf , sechs oder mehr Ecken bil- 
det . 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
15 spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Dreh- 

achse des Ruhrorgans aufiermittig bzw. exzent- 
risch bezuglich der die Kultursuspension um- 
schliefienden Innenwande des Behalters in dem Be- 
halter angeordnet ist. 

20 7 - Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 

spruche, dadurch gekennzeichnet, dass an der In- 
nenwand des Behalters langs des Umlaufs des 
Ruhrorgans mindestens ein Stromungsbrecher ange- 
ordnet ist . 



2004/058935 




PCT7EP2003/014752 



8. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass ein, zwei, drei, 
vier oder mehr Stromungsbrecher langs der Innen- 
wand des Behalters beabstandet, vorteilhaf ter- 
weise gleichmaSig beabstandet , zueinander ange- 
ordnet sind. 

9 . Vorrichtung nach einem der beiden vorhergehenden 
Axispruche, dadurch gekennzeichnet, dass der bzw. 
die Stromungsbrecher unterhalb, in und/oder 
oberhalb der Drehebene des Ruhrorgans angeordnet 
ist bzw. sind. 

10. Vorrichtung nach einem der drei vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , dass das 
Ruhrorgan und der Stromungsbrecher mit einem mi- 
nimaler Spaltabstand zueinander von 0/05 mm bis 
2 0 mm, vorzugsweise 0,1 mm bis 3 mm angeordnet 
sind. 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Behal- 
ter ein Kolben, ein Reagenzglas oder eine Kavi- 
tat einer Mikrotiterplatte oder einer anderen 
mit Kavitaten versehenen Platte ist. 

12 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
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spriiche, dadurch gekennzeichnet , dass das Ruhr- 
organ magnetisch positioniert und/oder antreib- 
bar ist. 

13 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 

spruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Ruhr- 
organ gelagert oder ungelagert ist. 

14 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet , dass das Ruhr- 
organ uber eine Welle gelagert und gegebenen- 
falls uber die Welle antreibbar ist. 

15. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Welle und der 
bzw. die Stromungsbrecher einstiickig ausgebildet 
sind. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 9, 13 
und 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Welle 
und der bzw. die Stromungsbrecher in den Behal- 
ter einsteckbar ist bzw. sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Welle von oben 
in den Behalter ragt. 

18 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Welle 
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an ihrem unteren Ende seitlich verdickt iat bzw. 
einen Flansch aufweist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 18 , 
dadurch gekennzeichnet , dass die Welle als Voll- 
materialwelle oder als Hohlrohr ausgebildet ist. 

20. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet-, dass die Welle 
als Hohlrohr ausgebildet ist und an ihrem unten 
offenen Ende eine Duse angeordnet ist. 

21. Ruhrorgan mit einem Grundkorper, der im Betrieb 
eine Oberseite und eine Unterseite aufweist 
dadurch gekennzeichnet, 
dass 

in dem Grundkorper mindestens ein erster Durch- 
gangskanal angeordnet ist, dessen erste Offnung 
sich zumindest teilweise an der Unterseite des 
Grundkorpers und dessen zweite Offnung sich an 
der Oberseite und/oder seitlich am Grundkorper 
bef indet . 

22. Ruhrorgan nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass in dem Grundkorper 
als erster Durchgangskanal mindestens eine erste 
Bohrung angeordnet ist, deren Durchgangsachse 
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mit der Drehachse des Ruhrorgans einen zur Ober- 
seite des Ruhrorgans sich of fnenden Winkel a mit 
0° ^ a < 90° einschliefSt . 

23. Ruhrorgan nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dass in dem 
Grundkorper mindestens ein weiterer zweiter 
Durchgangskanal angeorcinet ist, dessen erste 
Offnung sich zumindest teilweise an der Obersei- 
te des Grundkorpers und dessen zweite Offnung 
sich an der Unterseite und/oder seitlich am 
Grundkorper bef indet . 

24. Ruhrorgan nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass in dem Grundkorper 
als zweiter Durchgangskanal mindestens eine 
zweite Bohrung angeordnet ist, deren Durch- 
gangsachse mit der Drehachse des Ruhrorgans ei- 
nen zur Unterseite des Ruhrorgans sich offnenden 
Winkel a mit 0° < a < 90° einschlieSt. 

25. Ruhrorgan nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass der ers- 
te und der zweite Durchgangskanal sich kreuzen 
und/oder der erste und der zweite Durchgang-ska- 
nal auf einandertref f en und einen gemeinsamen 
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Durchgangskanal bildend seitlich aus dem Ruhror- 
gan austreten. 

26. Ruhrorgan nach einem der Anspruche 21 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, dass zwei oder mehrere 
erste und/oder zweite Durchgangskanale langs des 
Umfangs des Riihrorgans gleichmaSig beabstandet 
zueinander angeordnet sind. 

27. Ruhrorgan nach einem der Anspruche 21- bis 26, 
dadurch gekennzeichnet , dass der Grundkorper im 
Querschnitt senkrecht zur Drehachse kreiszylind- 
risch, elliptisch, vieleckig, viereckig oder 
rechteckig ist. 

28. Ruhrorgan nach einem der Anspruche 21 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Grundkorper 
oval, eiformig oder quaderformig ist. 

29. Ruhrorgan nach einem der Anspruche 21 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Grundkorper 
langs seines Umf angsrandes in Drehrichtung Aus- 
nehmungen aufweist. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Ruhrorgan nach 
einem der Anspruche 21 bis 29 ausgebildet ist. 
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31. Anordnung zur parallelen, automat isierten Kulti- 
vierung von Zellen in Flussigkeitssaulen im Mil- 
lilitermaSstab 

gekennzeichnet durch 

mindestens eine Vorrichtung oder Ruhrorgan nach 
einem der vorhergehenden Anspriiche . 

32. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, ge- 
kennzeichnet durch einen Block , in dem eine der 
Anzahl der Behalter entsprechende Anzahl Kavita- 
ten angeordnet sind, welche selbst Behalter dar- 
stellen oder zur Aufnahme von Behaltern ausge- 
bildet sind. 

33. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet , dass die Kavitaten als 
Bohrungen mit einem Durchmesser entsprechend dem 
AuSendurchmesser der Behalter ausgebildet sind. 

34. Anordnung nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet/ dass in dem 
Block Mittel zum Temperieren des Blocks, Mittel 
zum Antreiben der Magnet ruhrorgane und/oder eine 
Sterilgaszufuhr zu den Behaltern angeordnet 
sind. 
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35. Anordnung nach einem der Anspruche 30 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Behalter, die 
Anordnung und/oder der Block auf ihrer bzw. sei- 
ner Oberseite mittels einer Abdeckung steril 
verschlossen ist. 

36. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet , dass die Abdeckung eine 
Offnung zur Freisetzung von Gasen und als Zugang 
zum Innenraum des Behalters oder Blocks auf- 
weist, die sich geradlinig und langlich von dem 
Innenraum zur AuSenseite der Abdeckung erstreckt 
und diese fur Gaskonvektion offen miteinander 
verbindet . 

37. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass im Innenraum ein ho- 
herer Gasdruck als auf der Aufienseite der Abde- 
ckung vorliegt. 

38. Anordnung nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Off- 
nung die Form einer Bohrung oder eines Rohirchens 
aufweist . 

39. Anordnung nach einem der drei vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Off- 
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nung eine lichte Weite \aufweist , die das Einfuh- 
ren eines Beprobungs organs oder eines Sensors, 
einer Pipettenspitze, einer Anstechkanule, einer 
pH-Elektrode oder eines anderen Gegenstandes 
5 ' bzw. langlichen Gegenstandes in den Innenraum 

des Behalters oder Blocks ermoglicht. 

40. Anordnung nach einem der Anspruche 3 6 bis 3 9 , 
dadurch gekennzeichnet , dass die Off nung ein 
Rohrchen aus Metall oder Metalllegierungen, vor- 

10 teilhaf terweise aus Aluminium und/oder Silber 

ist . 

41. Anordnung nach einem der Anspruche 36 bis 40, 
gekennzeichnet durch Behaltertrennelemente, die 
in auf die Behalter bzw. den Block aufgesetztem 

15 Zustand einzelne Behalter voneinander gasdicht 

und/oder f lussigkeitsdicht abtrennt . 

42. Anordnung nach einem der Anspruche 36 bis 41, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Abdeckung eine 
sterile Gaszufuhr zu dem oder zu mehreren Behal- 

20 tern, fur alle Behalter gemeinsam oder fur meh- 

rere oder jeden der Behalter einzeln aufweist. 

43. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass die sterile Gaszufuhr 
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in die Abdeckung integrierte Oder der Abdeckung 
benachbart angeordnete Gasverteilerstrukturen 
auf weist . 

44. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass in der Abdeckung Ka- 
nale als Gasverteilerstmkturen angeordnet sind. 

45 . Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch/ da- 
durch gekennzeichnet, dass die Kanale zwischen 
dem Gaseinlass in die Gasverteilerstruktur und 
den Gasauslassen in die jeweiligen Behalter 
samtlich eine gleiche Lange und/oder dieselbe 
Anzahl Knicke aufweisen. 

46. Anordnung nach einem der Anspruche 41 bis 45, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Gaszufuhr mit 
einer Gaseinspeisung, gegebenenf alls iiber Ste- 
rilfilter und/oder Luf tbef euchter verbunden ist. 

47. Anordnung nach einem der Anspruche 31 bis 46, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Abdeckung min- 
destens eine flachige Schicht bzw. ebene Platte 
auf weist, die die Offnung des mindestens einen 
Behalters abdeckt . 

48. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet , dass sie mindestens zwei 
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parallel zueinander angeordnete flachige Schich- 
ten aufweist, zwischen denen die Gasverteiler- 
strukturen angeordnet sind. 

49. Verfahren zur Kultivierung von Zellen in Flus- 

5 sigkeitssaulen im Milliliter-MaSstab, wobei min- 

destens eine Zell suspension in einem Behalter 
derart bewegt wird, dass die Zell suspension eine 
Rings tromung ausbildet 

dadurch gekennzeichnet, 
10 dass 

die Stromungsgeschwindigkeit der Ringstromung 
sich langs einer Stromungslinie ortlich und/oder 
zeitlich andert . 

50, Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
15 durch gekennzeichnet , dass der Behalter und/oder 

das Ruhrorgan derart ausgebildet sind, eine von 
der Suspensionsoberf lache zum Boden des Behal- 
ters gerichtete Forderung der Kultursuspension 
erf olgt . 

2 0 51. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 

Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die min- 
destens eine Zell suspension in einer Vorrichtung 
oder Anordnung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche unter Ruhren mit einem Ruhrorgan kulti- 
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viert wird. 

52 . Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet , dass das Ruhrorgan mit 1 
bis 400 0 Umdrehungen pro Minute angetrieben 
wird. 

53 • Verf ahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspructie, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Ruhrorgan mit uber 50 0 Umdrehungen pro Minute 
angetrieben wird. 

54 . Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Ruhrorgan mit 
uber 1000 Umdrehungen pro Minute angetrieben 
wird. 



